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Сероводород (H2S) был определен как новый вид
газообразных посредников наряду с оксидом азо
та и монооксидом углерода [1,3]. H2S эндогенно
синтезируется в тканях животных и человека и ока
зывает различные физиологические эффекты во
многих системах организма [3,5,14,15]. В ЖКТ H2S
образуется с помощью ферментов цистатионин
синтазы и цистатионинлиазы и сульфатредуци
рующими бактериями, являющимися частью нор
мальной энтеробактериальной флоры [7,8]. Данные
о влиянии H2S на двигательную активность ЖКТ
неоднозначны: выявлено как расслабляющее, так
и стимулирующее действие этого газомедиатора
в разных отделах ЖКТ у разных видов животных
[2,6,11,12]. Мишенями H2S могут служить ионные
каналы, рецепторы, внутриклеточные ферментные
системы [4,5,10,15], кроме того, эффекты газа мо
гут зависеть от фосфорилирования белковых ми
шеней различными протеинкиназами [13].
Система циклических нуклеотидов играет важ
ную роль в релаксации гладкомышечных клеток
кишечника путем активации соответствующих про
теинкиназ [9]. цАМФ и цГМФ синтезируются в от
вет на выделение вазоинтестинального пептида и
оксида азота соответственно. Последующая ак
тивация протеинкиназ А и G приводит к фосфо
рилированию различных клеточных мишеней, что
вызывает десенситизацию рецепторов, ингибиро
вание мобилизации Ca2+ из внутриклеточных депо,
снижение входящего Сатока и активацию Kка
налов [9].
Целью данного исследования являлось опре
деление роли системы цАМФ и цГМФ во влиянии
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H2S на сокращения тонкого кишечника крысы,
вызванные карбахолином.
МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты проведены в соответствии c Дирек
тивой Совета Европейских сообществ (86/609/ЕЕС)
и одобрены локальным этическим комитетом КФУ
(протокол № 8 от 05.05.2015 г.). Силу сокращений
сегментов тощей кишки крысы длиной 57 мм в
изометрических условиях регистрировали на уста
новке “Biopac Systems Inc.”, последующий анализ
параметров сокращения препарата проводили с
помощью программы “AcqKnowledge 4.1”. В тече
ние всего эксперимента препарат постоянно омы
вали раствором Кребса следующего состава: 121
мМ NaCl, 5.9 мМ KCl, 2.5 мМ CaCl2, 1.2 мМ MgСl2,
25 мМ NaHCO3, 1.2 мМ NaH2PO4, 8 мМ С6Н12О6 рН
7.27.4, который постоянно аэрировался смесью
95% О2 и 5% СO2, температура поддерживалась
на уровне 37оС. После подвешивания препарат вы
держивали в течение 6090 мин под определен
ным растяжением до получения стабильных со
кращений. Затем регистрировали спонтанную или
вызванную карбахолином сократительную актив
ность препарата для получения контрольных зна
чений, после чего апплицировали интересующие
нас агенты.
В качестве донора H2S использовали гидро
сульфид натрия (NaHS), который в водных раство
рах образует H2S. С учетом рН и температуры бы
ло показано, что только 1113% исходной концен
трации NaHS образует H2S в растворе [13]. Таким
образом, при используемой в опытах концентра
ции NaHS 200 мкМ образуется 2226 мкМ H2S, что
соответствует физиологическим значениям.
В экспериментах также использовали мембра
нопроникающие негидролизуемые аналоги цАМФ
и цГМФ — 8(4chlorophenylthio)adenosine3,5cyclic
monophosphat (pCPTcAMP) и 8(4chlorophenylthio)
guanosine3,5cyclic monophosphat (pCPTcGMP) со
ответственно, ингибитор аденилатциклазы — cisN
(2phenylcyclopentyl) azacyclotrideclenamine hydro
chloride (MDL12330А), ингибитор растворимой фор
мы гуанилатциклазы — 1H[1,2,4]oxadiazolo[4,3a]
quinoxalinlone (ODQ), агонист рецепторов ацетил
холина — карбахолин (все вещества “Sigma”). Ана
лизировали вызванные карбахолином (1 мкМ) со
кращения, оценивая площадь под кривой (ППК) в
течение 2 мин аппликации агониста. Также ана
лизировали тоническое напряжение и амплитуду
спонтанных сокращений в контроле и при добавле
нии исследуемых веществ.
В каждой серии использовали n количество
животных; при этом от каждого животного получа
ли до 4 препаратов. Достоверность различий опре
деляли с помощью парного t критерия Стьюдента.
РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Влияние NaHS на вызванные карбахолином соA
кращения тощей кишки. Для стимуляции препа
рата использовали карбахолин (1 мкМ), вызываю
щий сокращение гладкомышечных клеток через
активацию Мхолинорецепторов [9]. Добавление
карбахолина в ванночку приводило к резкому уве
личению тонического напряжения от контрольного
уровня, которое, достигнув максимального значения
(0.80±0.13 г; n=4; р<0.05), снижалось и держалось
на уровне плато (рисунок, а; табл. 1). Затем пре
парат отмывали и апплицировали NaHS (200 мкМ)
в течение 610 мин. NaHS снижал амплитуду спон
танных сокращений и тонического напряжения (ри
сунок, а; табл. 2), как было показано ранее [12].
Последующее добавление карбахолина показало,
что ППК вызванного сокращения на фоне NaHS
снижалась и составляла 37±2% (0.31±0.02 г; n=4;
p<0.05) от контрольного уровня (рисунок; табл. 1). По
сле отмывки ответ препарата на карбахолин снова
восстанавливался (рисунок, а; табл. 1). Таким об
разом, на фоне NaHS эффект карбахолина умень
шается, что свидетельствует об участии сигнальных
путей, запускаемых агонистом, в эффекте газа. Из
вестно, что эффекты H2S в различных системах
могут быть связаны с изменением концентрации
уровня циклических нуклеотидов [4], поэтому ис
пользовали агенты, повышающие и понижающие
уровень цАМФ или цГМФ в клетке.
Роль системы цАМФ в действии H
2
S на выA
званные карбахолином сокращения тощей кишA
ки. Аналог цАМФ pCPTcAMP (100 мкМ) при аппли
кации на препарат тощей кишки вызывал снижение
амплитуды спонтанных сокращений и тонического
напряжения (табл. 2), что подтверждает роль цАМФ
как расслабляющего агента в гладкомышечных
клетках [9]. На фоне предварительной аппликации
pCPTcAMP карбахолин вызывал менее интенсив
ное сокращение, что отражалось в уменьшении
ППК, которая составила 91±2% (n=3; p<0.05) от
контрольного уровня (рисунок, б; табл. 1), На фоне
одновременной аппликации pCPTcAMP и NaHS
ППК вызванного карбахолином сокращения со
ставила 39±2% (n=3; p<0.05) от контрольного уров
ня, что не отличалось от действия карбахолина на
фоне NaHS (рисунок, б; табл. 1).
Аденилатциклазу блокировали посредством
MDL12330А (1 мкМ). Вызванные карбахолином со
кращения на фоне MDL12330А+NaHS составили
40±3% (n=13; p<0.05) от контрольного уровня (рису
нок, б; табл. 1), что также не отличалось от действия
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Влияние NaHS на карбахолин+вызванные сокращения препарата тощей кишки крысы.
а — влияние NaHS (200 мкМ) на вызванные карбахолином (1 мкМ) сокращения. Стрелка — момент подачи веще+
ства, горизонтальная линия — длительность подачи. б — ППК вызванного карбахолином сокращения в условиях
предварительной аппликации NaHS (200 мкМ), на фоне действия pCPT+cAMP (100 мкМ), pCPT+cAMP+NaHS, MDL+
12330А (1 мкМ)+NaHS. в — ППК вызванного карбахолином сокращения в условиях предварительной аппликации
NaHS (200 мкМ), на фоне действия pCPT+cGMP (100 мкМ), pCPT+cGMP+NaHS, ODQ (10 мкМ)+NaHS.
За 100% принята ППК вызванного карбахолином сокращения в контроле. p<0.05 по сравнению со значениями *в
контроле; +на фоне действия NaHS.
карбахолина на фоне NaHS. Таким образом, уве
личение уровня цАМФ незначительно снижало вы
званные карбахолином сокращения. Однако влия
ние NaHS на сокращения, вызванные карбахолином
в присутствии pCPTcAMP или MDL12330А, было
таким же, как и при отсутствии указанных соеди
нений. Повидимому, аденилатциклазная система
не участвует в релаксирующем эффекте NaHS в
тонком кишечнике крысы.
Роль системы цГМФ в действии H2S на выA
званные карбахолином сокращения тощей кишA
ки. цГМФ образуется в гладких мышцах в ответ
на выделение оксида азота и активацию гуанилат
циклазы. Аналог цГМФ pCPTcGMP (100 мкМ) при
аппликации на препарат тощей кишки вызывал
уменьшение амплитуды спонтанных сокращений и
тонического напряжения (табл. 2). На фоне пред
варительной аппликации pCPTcGMP эффект кар
бахолина не отличался от такового в контроле и со
ставил 104±4% (n=3) (рисунок, в; табл. 1). Однако
в условиях одновременной аппликации pCPTcGMP
и NaHS ППК вызванного карбахолином сокраще
ния составила 61±3% (n=3; p<0.05) от контрольного
уровня (рисунок, в; табл. 1) и достоверно отлича
лась от карбахолининдуцированного сокращения
на фоне NaHS. Блокирование гуанилатциклазы
21
ODQ (10 мкМ) также приводило к снижению вли
яния NaHS на карбахолининдуцированное сокра
щение (рисунок, в; табл. 1).
Таким образом ингибирующий эффект NaHS
на вызванные карбахолином сокращения частич
но связан с активацией мишеней цГМФ или усиле
нием синтеза цГМФ в гладкомышечных клетках.
цГМФ, в свою очередь, активирует протеинкиназу
G, которая имеет специфические мишени фосфори
лирования, такие как рецепторы инозитол3фос
фата, рианодиновые рецепторы, и таким образом
снижает освобождение ионов кальция из внутри
клеточных кальцевых депо, что оказывает влия
ние на релаксацию гладкомышечных клеток [9].
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